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丙型肝炎病毒（Hepatitis C virus,HCV）是一种包膜 RNA 病毒，可引起急、
慢性病毒性肝炎，并常导致慢性进行性肝病，肝硬化，甚至肝癌，目前尚没有丙










本研究首先通过基因工程手段，表达纯化了 3 种 HCV（包括 core 区和 NS3
区）重组抗原并设计了 6 种多肽（包括 NS4 区和 NS5 区），所获得的重组抗原
和多肽具有良好的反应性。基于上述 HCV 4 个区段的重组抗原和多肽，我们建
立了 HCV LIA 试剂，并进行包被工艺和试剂反应条件的摸索与优化。 
该试剂对 661 份 HCV 阴性血清标本进行检测，除两份判定为不确定外，其
余均判定为阴性，特异性为 99.7%；对 62 份 HCV 核酸阳性标本（其中包括 23
份基因型明确的样本）检测 ，对不同基因型具有良好的检出效果，灵敏度为 100%。
另外，对 512 份不同 s/co 值的血清进行比较发现，在 s/co≥3 的血清中，检出率
可以达到 96.3%；而 s/co<1 的血清（即阴性血清）的特异性为 98.6%，其余均为
不确定。对中检所 30 份阴性血清的特异性为 100%；30 份阳性标本的检出率为
90%（27/30），其余 3 份线性免疫试剂判定为不确定的血清，Ortho RIBA HCV 3.0




































Hepatitis C virus ( HCV) is an enveloped RNA virus that belongs to the family 
of Flaviviridae. HCV is mainly spread through blood, causes acute or chronic viral 
hepatitis, which often leads to chronic progressive liver disease (cirrhosis) or even 
liver cancer. The situation is serious in China because it is estimated that 40 millon 
people are living with HCV infection in china.  
HCV is mainly spread through blood, so the test of HCV is is necessary in the 
screen of blood. the HCV ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) was 
universally uesed in blood screening for the dectection of anti-HCV antibodies. And 
the sensitivity and specificity of HCV ELISA are observably improved until now. But 
the additional tests ,for example ,HCV LIA (linear immunoblot assay) and HCV RNA, 
are needed by the samples with the low-positive results tested by HCV ELISA. The 
HCV RNA test is hard to be operated, easily contaminated and the high price hamper 
the widespread of HCV RNA test, though the HCV RNA test is sensitive. By contrast, 
HCV LIA is more adaptable, easy to use, But but their number is really quite limited 
all over the world, and the prices are high. The purpose of this research is to establish 
the HCV LIA, and the ecaluation will be done. 
The aim of this research was establish the first HCV LIA test of China, and make 
performance of the test reached or exceeded the main HCV LIA test in the world. 
We first used genetic engineering methord to expressed and purified three kinds 
of HCV recombinant proteins (contained core and NS3 regions). Also we designed 6 
synthetic peptides(contained NS4 and NS5 regions). And the good activity of the 
recombinant protein and the synthetic peptides were identified. Then, we optimized 
the coating technique as well as the reaction condition to establish the HCV LIA. 
The specificity was about 99.7% for the HCV-negative samples for 661 HCV 
negative samples, and the sensitivity was 100% for the 62 HCV RNA-positive 
samples (contained 1b, 2a, 3b and 6a subgenotype samples). The comparision of 512 
















78.3% in s/co≥1 samples , but 96.3% in s/co≥3 samples; and the specificity was 
98.6% in the s/co<1 (negative) samples, and the  indeterminate ratio was 1.4%.The 
spcificity was 100% (30/30), and the sencitivity was 90% (27/30) in the test with 
NICPBP HCV panel, one the other hand, the sensitivity of Ortho RIBA HCV 3.0 was 
only 20% (2/10); the 3 indeterminate samples in the positive panel were tested by 
HCV LIA was indeterminate(1/3) or negative(2/3) tested by Ortho RIBA HCV 3.0. 
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第一章  前言 
 
丙型肝炎病毒作为一种肠道外传播的非甲非乙型肝炎（PT-NonA、NonB）
病毒，早在 20 世纪 70 年代即已被认识到其存在。 
1989 年，美国学者 Choo 等[1]从感染输血后非甲非乙型肝炎 PT-NANBH 病
毒的黑猩猩肝组织中首次运用分子克隆方法成功获得病毒的全基因克隆，并随后
命名为丙型肝炎病毒（Hepatitis C virus，HCV）。1991 年国际病毒命名委员会
将其归类于黄病毒科丙型肝炎病毒属。丙肝病毒是一种包膜 RNA 病毒，基因组
含一条单股正链 RNA，全长约 9500 多个核甘酸，整个基因组只有一个开放阅读
框，位于基因组中央，编码一条含有 3008-3037 个氨基酸的病毒前体多肽。丙肝
病毒主要有 6 种基因型和超过 50 种基因亚型。HCV 主要经血液传播，可引起急、
慢性病毒性肝炎，慢性肝炎迁延不愈，常导致慢性进行性肝病，包括肝硬化，甚
至肝癌。近年发现 HCV 除侵袭肝脏外，还会感染各种肝外组织和器官。目前全
球约有 1.23-1.7 亿人感染 HCV，WHO 最近预测的全球 HCV 感染率约为 2％[2-4]，
中国有近 4 千万 HCV 感染者，接近 3.2%。 
 
一、 HCV 生物学特征 
1. HCV 一般性状和理化性质 
丙型肝炎病毒 HCV 是一种具有包膜结构的病毒，属黄病毒科。全世界已报





要有 1.06g/ml 和 1.17g/ml 两种。 
HCV 在感染者的血清中呈多种不同的形态：①病毒与极低密度脂蛋白
（very-low density lipoprotein,VLPL）、低密度脂蛋白（low-density lipoprotein,LPL）
或高密度脂蛋白（high-density lipoprotein）结合；②病毒与免疫球蛋白结合；③

















HCV 病毒的数量有限和 HCV 细胞培养系统的缺乏，一直很难获得可重复和令人
信服的 HCV 电镜照片。从 HCV 易感细胞株培养发现，HCV 免疫电镜病毒颗粒
直径约为 50nm。HCV 对有机溶剂氯仿敏感，甲醛处理 60℃加热 10h 或煮沸，




2. HCV 的基因组和编码蛋白 
HCV 基因组为一条长约 9.6kb 的单股正链 RNA，不同病毒分离株的基因组
长度有所差异。在基因组的两端各有一段非编码序列（untranslated region，UTR），
两端 UTR 的高级结构都是非常保守的，是病毒前体多肽翻译和基因组复制必需
的。HCV 基因组只有一个开放阅读框，位于基因组中央，编码一条约 300 个 aa
的病毒前体多肽。后经宿主细胞信号肽酶和病毒自身蛋白酶的减切形成至少 10
种结构和功能蛋白（图 1-1 [5]，表 1-1）。其中蛋白 core/E1，E1/E2，E2/p7 和 p7/NS2
的位点由宿主细胞信号肽酶减切并形成病毒的结构蛋白和 p7 蛋白。NS2-3 蛋白
酶减切 NS2/NS3 位点，其余下游蛋白的加工由 NS3-4A 丝氨酸蛋白酶完成，释
放出成熟的 NS3、NS4A、NS4B、NS5A 和 NS5B 蛋白。 
 
 
From: Francois Penin,et al. Hepatology. 39 : 5-19. 
图 1-1   HCV 基因组结构和前体蛋白的加工 
















表 1-1  HCV 基因组及其编码的蛋白 









5’UTR 1-341   转录和复制起始 
c 342-857 1-191/179/182 P21/P19 核衣壳 
E1 915-1490 192-383 gp31 膜蛋白，结合细胞受体 
E2 1491-2579 384-746 gp70 膜蛋白,进入细胞 
E2-p7 1491-2768 384-809 gp70 
未知，可能是前体或 
结构蛋白 
p7 2580-2768 747-809 p7 未知 
NS2 2769-3419 810-1026 P21 NS2-3 蛋白酶一部分 




NS4A 5313-5476 1658-1711 P6 
NS3 丝蛋白酶的活性共同
因子 
NS4B 5477-6257 1712-1972 P27 复制酶成分 
NS5A 6258-7600 1973-2420 P58 复制酶成分 
NS5B 7601-9374 2421-3011 p68 依赖 RNA的 RNA 聚合酶 
3’UTR 9375-9621   病毒基因组的复制和包装 
From：金奇. 医学分子病毒学.北京:科学出版社. 2001:352. 
 
3. 5′末端非编码区 
HCV 基因组的 5′末端有一个长度和序列非常稳定的非编码区(UTR) , 长 341 
个核苷酸，是整个基因组最为保守的区域，因而也是 PCR 检测 HCV RNA 时最
常用的靶序列。此区段核苷酸突变很少，且相当一部分突变碱基是基因型特异性
的，并与整个基因组的变异程度相关，可代表基因组的基因型。5′UTR 内，有 5
个不起翻译起始作用的 AUG 密码子。在 5′UTR 的 100 个核苷酸后有一个二级结

















直接与 40S 核糖体亚单位结合起来转录。 
4. core 蛋白 
HCV 前体多肽翻译过程中，在前体多肽 core 和 E1 间有一个内部信号肽序
列，会将初生的前体多肽导向宿主细胞的内质网膜并将 E1 的外部结构域置换到
内质网腔。随后内部信号肽序列经宿主细胞的信号肽酶减切，释放出 C 端含有
信号肽序列的非成熟 core 蛋白（191aa, p23）,之后此信号肽序列在（或接近）179aa
处被宿主信号肽酶减切形成成熟的 core 蛋白(p21)[6]。绝大多数的 core 蛋白位于
胞质，并结合于内质网膜或脂滴表面[7]。也有小部分 core 蛋白在细胞核内被发现。
多个 core 蛋白聚集在一起，形成 core 颗粒。Ishida 等分离的变性剂处理的 HCV 
core 颗粒是直径为 33-40nm，呈 6 轴对称的二十面体结构，浮力密度约
1.20-1.25g/ml[8]。 
HCV core 蛋白的编码基因是所有 HCV 蛋白中遗传变异最小的。不同基因型
分离株的 core 蛋白基因的同源性在 80％以上，所编码产物氨基酸序列同源性在










5. 外膜蛋白 E1/E2 
    HCV 有两种外膜蛋白，E1(gp31)和 E2（gp70），是由宿主细胞信号肽酶水
解前体多肽的第 383aa 和第 746aa 释放而来。其中，E2 由于 C 末端切割位置的
不同而有两种分子形式，一种是单纯的 E2 多肽，全长 363 个 aa；另一种是由于
















E1 和 E2 都是 I 型跨膜糖蛋白，其 N 端外部结构域分别有 160 和 334 个 aa，
在 C 端各有约 30 个 aa 的跨膜结构域（transmembrane domain，TMD）,TMD 在
E1 和 E2 通过非共价结合形成异源二聚体的过程中起着关键作用[9, 10]。E1 和 E2
的 TMDs 都由两个短的疏水区和中间的一个短的极性区构成[11]。二者的第二个
疏水区都含有内部信号肽序列，可被宿主信号肽酶水解而释放出下游蛋白[12]。
E1 和 E2 的外部结构域都含有大量的脯氨酸和保守的半胱氨酸残基，可分别形成
4 个和 9 个分子内二硫键。两种膜蛋白都被高度糖基化，E1 和 E2 分别有 5 个和
11 个糖基化位点，这些位点的糖基化是外膜蛋白天然抗原性的重要成分[5]。 
HCV 外膜蛋白有着高度的遗传变异性，尤其是 E2 蛋白 N 端的第 1-27aa,称





因异质性。另外，在基因 1 型的 E2 蛋白上还发现另一个高变区（HVR2）,含 7
个 aa（91-97aa）,表现出 100％的序列异质性[5, 14]。 
HCV 的宿主有着严格的限制性，迄今为止，仅发现它感染人和黑猩猩。HCV
感染宿主细胞是通过 E2 蛋白与人细胞膜蛋白分子 CD81 特异性的结合，从而实
现病毒入胞。CD81 是分子量为 25kD 的跨膜蛋白，该蛋白反复跨膜 4 次，并在
细胞外侧形成 2 个突出的环。这个分子的跨膜序列在不同物种间是高度保守的，
但主要外露环 EC1 和 EC2 在不同物种间的差异很大。而人和黑猩猩的 EC1 和
EC2 是高度一致的，这一点可能从分子水平解释了 HCV 仅感染人和黑猩猩而不
感染其他动物的严格的种属限制性。 
6. p7 
p7 是一个只有 63 个 aa 的膜蛋白。由宿主信号肽酶分别在 E2/p7 和 p7/NS2
位点切割而来。p7 有 2 个跨膜通道，其 N 端和 C 端都面向内质网腔，且每个跨
膜通道都形成一个 α 螺旋结构，其 C 端的跨膜通道含一个内部信号肽序列[15]。














Degree papers are in the “Xiamen University Electronic Theses and Dissertations Database”. Full
texts are available in the following ways: 
1. If your library is a CALIS member libraries, please log on http://etd.calis.edu.cn/ and submit
requests online, or consult the interlibrary loan department in your library. 
2. For users of non-CALIS member libraries, please mail to etd@xmu.edu.cn for delivery details.
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
